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AP  Alkaline Phosphatase 
BCCP  Biotin Carboxyl Carrier Protein 
BFP  Blue Fluorescent Protein 
BPL  Biotin Protein Ligase 
BSA  Bovine Serum Albumin 
CBB  Coomassie Brilliant Blue 
CV  Coefficient of Variation 
EDTA  Ethylenediaminetetraacetic Acid 
ELISA  Enzyme Linked Immunosorbent Assay 
GFP  Green Fluorescent Protein 
GMA  Glycidyl Methacrylate 
GST  Glutathione-S-Transferase 
IPTG  Isopropyl β-D-1-Thiogalactopyranoside 
MBP  Maltose Binding Protein 
NBT  Nitroblue Tetrazolium 
PBS  Phosphate Buffered Saline 
PCR  Polymerase Chain Reaction 
QCM  Quortz Crystal Microbalance 
SAM  Self-Assembled Monolayer 
SPR  Surface Plasmon Resonance 











上への抗体固定化技術の開発を行った。具体的には、古細菌 Sulfolobus tokodaii 由
来のビオチン化酵素反応系と、黄色ブドウ球菌由来の抗体結合タンパク質である







































































知することができる（図 1-1 A）[1-2]。 
 
 
図 1-1 抗体を固定化した固相基板を利用したイムノセンシング 
分子間相互作用解析装置を利用したイムノセンシングの例を ( A ) に示し、サンドイッチ












































ている。Protein Gの抗体に対する結合特異性は Protein Aと異なる場合が多く、
両者は相補的に用いられている。 




抗体との結合親和性を高めた Z-domainも作製されており、この Z-domainは IgG
の Fc フラグメントに対して 10 nM の解離定数で結合することが報告されている
[29-31]。 
 





また Z-domain は 58 個のアミノ酸残基からなるコンパクトな構造を有しており
（図 1-3 A）、その取扱いが容易であることから、抗体を捕捉するユニットとして
汎用されている[32]。 



















図 1-3 抗体結合タンパク質 Z-domainの立体構造 







図 1-4 抗体結合タンパク質を利用した固相基板上への抗体の固定化例 
自己組織化単分子膜（SAM膜）を介して固定した抗体結合タンパク質を利用した系を( A ) 






























































Protein Ligase : BPL）と呼ばれる酵素である。また、代謝系酵素上で BPLによ
ってビオチンが固定化されるドメインあるいはサブユニットを、ビオチン担持タン
パク質（Biotin Carboxyl Carrier Protein : BCCP）と呼ぶ。この BPLによるビオ
チン化反応は、二段階の部分反応からなっている（図 1-6）。1段階目の反応で、ビ
オチンと ATP より Biotinyl-AMP が形成され、その後、2 段階目の反応で、
Biotinyl-AMP と BCCP のリジン残基が反応し、BCCP にビオチンが付加される。
この酵素反応は生体内で起こる最も特異性の高い、翻訳後修飾反応と呼ばれており、
例えば大腸菌の細胞内では、数千種類存在するタンパク質のうち、アセチル CoA















































ついては、BCCP の N 末端に Z-domain を 1 分子連結した融合タンパク質
（Z1-BCCP）と、BCCPの N末端に Z-domainを 2分子連結した融合タンパク質


















図 1-9 一段階のビオチン化反応を利用した固相基板上への抗体の固定化 
  
具体的には、野生型の BPL には、3 つのシステイン残基が存在しているため、ま
ずこれらを他のアミノ酸残基に置換した変異体（BPL-Cys0）を作製した。その後、
BCCP との会合面の反対側に位置する残基をシステイン残基に置換した。この際、





























































 もう 1つの手法は、架橋剤を用いて 2分子の BPLを連結した BPLダイマーと、
Z-domainの両末端に BCCPを連結した融合タンパク質（BCCP-Z-BCCP）を利用
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 実験に使用した Rabbit由来の抗 GFP抗体、抗 GST抗体、抗MBP抗体はポリ
クローナル抗体で ROCKLAND 社製のものを使用した。発現プラスミドの作製に
用いた酵素類は、タカラバイオ社製のものを使用した。プラスミド調製キットは、
日本ジェネティクス社製の FastGene Mini Kit を使用した。アガロースゲルから
の DNA回収キットは、日本ジェネティクス社製の FastGene Gel/PCR Extraction 
Kitを使用した。TAクローニングには BioDynamics Laboratory 社製の TA PCR 
cloning kit（pTAKN-2 vector, pTAC-2 vector）を使用した。遺伝子配列に変異を
入れる際は、STRATAGENE社製の QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit
を使用した。プライマーは、ジーンデザインで合成されたものを使用した。架橋剤




表 2-1 使用した試薬の一覧 
種類 製品名 製造会社 
抗体 
Rabbit由来の抗 GFP抗体（ポリクローナル抗体） ROCKLAND 






FastGene Mini Kit 日本ジェネティクス 
FastGene Gel/PCR Extraction Kit 日本ジェネティクス 
TA PCR cloning kit 
BioDynamics 
Laboratory 
QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit STRATAGENE 
各種プライマー ジーンデザイン 






 水晶発振子マイクロバランス（Quartz Crystal Microbalance：QCM）測定には、
イニシアム社製の AFFINIX QN を使用した。またセンサーチップは、同装置専用
の基準発信周波数  27 MHz の水晶発振子を使用した。表面プラズモン共鳴
（Surface Plasmon Resonance：SPR）は、GE Healthcare社製の Biacore J を使
用した。またセンサーチップは、同装置専用の SIA Kit Auを利用した。吸収スペ
クトル測定には、日立工機製の紫外可視分光高度計 U-3300 を使用した。DNA シ
ーケンシングは、Beckman Counter社製の CEQ8000 DNA Sequencerを使用し
た。組換えタンパク質の精製には、Bio-Rad社製の中低圧液体クロマトグラフィー
装置である BioLogicDuoFlow を使用した。また精製に用いたカラム担体
DEAE-cellulose カラムと Phosphate-cellulose カラムは東ソーのものを使用し、
簡易ゲル濾過カラムは GE Healthcareのものを使用した。組換えタンパク質の分
子量測定には、PreSetive BioCystem 社製の Voyager DE-STRを使用した。和光
純薬工業株式会社製のサーマルサイクラ―Wako WK-0232 を使用した。ロータリ
ーミキサーは、ベリタス社製の DYNAL MX-1を使用した。アビジンブロット解析




表 2-2 使用した装置および実験器具 
種類 製品名 製造会社 
分子間相互作用解析装置 
AFFINIX QN イニシアム 
Biacore J GE Healthcare 
紫外可視分光高度計 U-3300 日立工機 
DNAシーケンサー CEQ8000 DNA Sequencer Beckman Counter 




簡易ゲル濾過カラム PD-10 GE Healthcare 
分子量測定装置 Voyager DE-STR PreSetive BioCystem 
サーマルサイクラ― Wako WK-0232 和光純薬工業 
ロータリーミキサー DYNAL MX-1 ベリタス 
ブロッティング用の転写装置 ホライズブロット AE-6675 ATTO 










2-1）。まず野生型 BPLの 3番目のシステイン残基をグリシン残基に置換した BPL
（C3G BPL）の発現プラスミドの作製を行った（図 2-2）。具体的には、まず PCR
法を利用して、BPL の 3 番目のシステイン残基をグリシン残基に置換した DNA
断片（C3G BPL断片）を作製した。ここでは、鋳型 DNAとして BPLをコードし
た配列を持つプラスミドを使用し、プライマーは、表 2-3に示したものを使用した。
PCR法より C3G BPL 断片を増幅したのち、TAクローニングを行った。TAクロ
ーニング後に得られたコロニーを LB 培地で培養し、プラスミドの単離を行った。
そして単離したプラスミドが、TA クローニング用のベクターである pTAC-2 に
C3G BPL断片が挿入されているかどうかを制限酵素Nco IとHind IIIを用いて確
認した。さらに TAクローニングによって得られた pTA-C3G BPLの C3G BPL 配
列に変異が挿入されていないかどうか DNAシーケンスを用いて確認した。最後に
pTA-C3G BPLをインサート、pET24dをベクターとして、pET24d-C3G BPL の




イトを切り取ったベクターをそれぞれ回収し、FastGene Gel/PCR Extraction Kit
を用いて、DNA 抽出を行った。その後、抽出した各 DNA 濃度を算出し、各サン
プルのモル比が 1：1になるように混合した。続けて、この混合溶液に対して、等
体積の Ligation Mighty Mix を加えて 16 ℃で一晩ライゲーション反応を行った。
ライゲーション反応後の反応溶液を用いて、大腸菌 JM109株の形質転換を行った。
ここで得られたコロニーを LB培地で培養し、プラスミドの単離を行った。そして、









図 2-2 C3G BPLの発現プラスミドの作製スキーム 
 
 






次に、C3G BPLの 204 番目のシステイン残基を欠損させた C3G C204A BPL の
発現プラスミドの作製を行った（図 2-3）。作成方法としては、QuickChange 
Site-Directed Mutagenesis Kit （図 2-4）を用いて、204 番目のシステイン残基
をアラニン残基に置換してプラスミドを作製した。具体的には、まず鋳型 DNAと
して pET24d-C3G BPL と、変異を導入したプライマーを用いて、インバース PCR
用の反応溶液を調製した。その後、PfuUltra HF DNA polymerase を添加して、
インバース PCRを開始した。プライマーは、表 2-4 に示したものを使用した。イ
ンバース PCR後に得られた反応溶液に対して、制限酵素 Dnp Iを加えて 37℃で 1
時間反応させた。次にこの反応溶液を、KL-Blue supercompetent cellsに添加し、
氷上で 30分間反応させた。その後、42 ℃で 45秒間ヒートショックを行い、2分
間氷上で放置した。2分後、あらかじめ 42 ℃で温めた NZY+ 培養液 500 µL 加え
て 37 ℃で 1 時間浸透培養した。培養後に、プレーティングを行い 37℃のインキ
ュベーターで一晩培養した。ここで得られたコロニーを LB培地で培養し、プラス
ミドの単離を行った。単離したプラスミドに対して DNAシーケンサーを用いて配
列解析を行い、BPL の 204 番目のシステイン残基がアラニン残基に置換されてい
ることを確認した。このようにして得られた、pET24d-C3G BPLの 204番目のシ
ステイン残基がアラニン残基に置換した BPL の発現プラスミドを pET24d-C3G 
C204A BPL とした。 
 
 







図 2-4 インバース PCRを利用した発現系の作製スキーム 
 
 




次に C3G C204A BPLを作製した時と同様の手法で、pET24d-C3G C204A BPL
の 219 番目のシステイン残基をアラニン残基に置換することにより、すべてのシ
ステイン残基を欠損させた BPL（BPL-Cys0）の発現プラスミドを作製した（図
2-5）。具体的には、まず鋳型 DNAとして pET24d-C3G C204A BPLと、変異を導
入したプライマーを用いて、インバース PCR用の反応溶液を調製した。その後、
PfuUltra HF DNA polymerase を添加して、インバース PCRを開始した。プラ
イマーは、表 2-5 に示したものを使用した。インバース PCR後に得られた反応溶
液に対して、制限酵素 Dnp Iを加えて 37℃で 1時間反応させた。次にこの反応溶
液を、KL-Blue supercompetent cellsに添加し、氷上で 30分間反応させた。その
後、42 ℃で 45秒間ヒートショックを行い、2分間氷上で放置した。2分後、あら










図 2-5 BPL-Cys0の発現プラスミドの作製スキーム 
 
 








には、BPL-Cys0 の 151 番目のアスパラギン残基をシステイン残基に置換した
BPL-Cys1 の発現プラスミド（pET24d-BPL-Cys1）の作製を行った。作製方法と
しては、まず二段階 PCR法を利用して BPL-Cys1をコードする DNA断片の作製
を行った（図 2-6）。プライマーは表 2-6の 4種類のプライマーを使用した。BPL-F4
と BPL-B4 のプライマーは、それぞれ 151 番目のアスパラギン残基の塩基配列を
システイン残基の配列に置き換え、さらに互いのプライマーがオーバーラップする
ように設計した。まずは、鋳型DNAをpET24d-BPL-Cys0とし、BPL-F1とBPL-B4
から作製される DNA断片と、BPL-F4と BPL-B1から作製される DNA断片をそ
れぞれ PCR 法で作製した。次に得られた各 DNA 断片をアガロースゲル電気泳動





そこへ ExTaq Bufferと dNTP mixを加え、さらに滅菌水を添加し総体積が 100 µL
になるように調製した。調製後、アニーリングを行った。アニーリングは、95 ℃
で 5 分間熱変性をした後、1 時間かけて 30℃までゆっくり温度を下げて行った。




を行った。TA クローニング後に得られたコロニーを LB 培地で培養し、プラスミ
ドの単離行った。次に単離したプラスミドを用いて、BPL-Cys1断片が TAクロー
ニング用ベクターに挿入されているかどうかについて制限酵素 NcoI と Hind III








FastGene Gel/PCR Extraction Kit を用いて、DNA抽出を行った。その後、抽出
した各 DNA 濃度を算出し、各サンプルのモル比が 1：1 になるように混合した。










図 2-6  BPL-Cys1の発現プラスミドの作製スキーム 
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 センサーチップ上に固定化する BPL に関して、システイン残基の導入数が増え
ることで基板上への固定化効率が向上することが報告されている。そこで、




て pET24d-BPL-Cys1 と、変異を導入したプライマーを用いて、インバース PCR
用の反応溶液を調製した。その後、PfuUltra HF DNA polymerase を添加して、
インバース PCRを開始した。プライマーは、表 2-7 に示したものを使用した。イ
ンバース PCR後に得られた反応溶液に対して、制限酵素 Dnp Iを加えて 37℃で 1
時間反応させた。次にこの反応溶液を、KL-Blue supercompetent cellsに添加し、
氷上で 30分間反応させた。その後、42 ℃で 45秒間ヒートショックを行い、2分
間氷上で放置した。2分後、あらかじめ 42 ℃で温めた NZY+ 培養液 500 µL 加え
て 37 ℃で 1 時間浸透培養した。培養後に、プレーティングを行い 37℃のインキ
ュベーターで一晩培養した。ここで得られたコロニーを LB培地で培養し、プラス
ミドの単離を行った。単離したプラスミドに対して DNA シーケンサーを用いて






図 2-7  BPL-Cys2の発現プラスミドの作製スキーム  
 
 






Z-domainを 2分子連結し、さらにその C末端にシステイン残基を 2残基連結した
融合タンパク質（Z2-Cys）を利用した。そこで、その融合タンパク質の発現プラ
スミド（pET21a-Z2-Cys）の作製を行った（図 2-8）。具体的には、まず PCR法を
利用して、抗体結合タンパク質 Z-domain の C 末端にシステイン残基を 2 残基追
加した DNA断片（Z-Cys 断片）を作製した。ここでは、鋳型 DNAとして Z-domain 
をコードした配列を持つプラスミドを使用し、プライマーは表 2-8に示したものを
使用した。PCR 法より Z-Cys 断片を増幅したのち、TA クローニングを行った。
TA クローニング後に得られたコロニーを LB 培地で培養し、プラスミドの単離を
行った。そして単離したプラスミドが、TA クローニング用のベクターである
pTAC-2に Z-Cys断片が挿入されたことを確認した。また TAクローニングによっ
て得られた pTA-Z-Cys の Z-Cys 配列に変異が挿入されていないことを DNA シー
ケンスを用いて確認した。最後に pTA-Z-Cysをインサート、pET21a-Z1-BCCPを
ベクターとして、pET21a-Z2-Cysを作製した。まず 2種類のプラスミドに対して、
それぞれ制限酵素 BamH Iと Xho Iを加え制限酵素処理を行った。その後、エタ
ノール沈殿を行った。そして、各反応溶液を全量用いて、アガロースゲル電気泳動




FastGene Gel/PCR Extraction Kit を用いて、DNA抽出を行った。その後、抽出
した各 DNA 濃度を算出し、各サンプルのモル比が 1：1 になるように混合した。
続けて、この混合溶液に対して、等体積の Ligation Mighty Mixを加えて 16℃で
一晩ライゲーション反応を行った。ライゲーション反応後、この反応溶液を用いて
















の作製を行った（図 2-9）。具体的には、まず PCR 法を利用して、Z-domain の両
端にグリシン残基を 3 残基付加した断片である Z-domain(+L) 断片を作製した。
ここでは、鋳型 DNAとして Z-domain をコードした配列を持つプラスミドを使用
し、プライマーは表 2-9 に示したものを使用した。PCR 法より Z-domain(+L) 断
片を増幅したのち、TA クローニングを行った。TA クローニング後に得られたコ
ロニーを LB培地で培養し、プラスミドの単離を行った。そして単離したプラスミ
ドが、TAクローニング用のベクターである pTKAN-2に Z-domain(+L) 断片が挿
入されたことを確認した。また、TA クローニングによって得られた pTA- 
Z-domain(+L)の Z-domain(+L) 配列に変異が挿入されていないこと DNA シーケ
ンスを用いて確認した。最後に pTA-Z-domain(+L) をインサート、
pET28a-BCCP-GFP-BPLをベクターとして、pET28a-BCCP-Z-BPLを作製した。
まず 2種類のプラスミドに対して、それぞれ制限酵素 BamH Iと Sac Iを加え制限
酵素処理を行った。その後、エタノール沈殿を行った。そして、各反応溶液を全量
用いて、アガロースゲル電気泳動法で DNA断片の分離を行った。電気泳動後、イ
ンサートサンプルから Z-domain(+L) 断片、ベクターサンプルから GFPを切り取
ったベクターをそれぞれ回収し、FastGene Gel/PCR Extraction Kit を用いて、
DNA 抽出を行った。その後、抽出した各 DNA 濃度を算出し、各サンプルのモル
比が 1：1になるように混合した。続けて、この混合溶液に対して、等体積の Ligation 








図 2-9 BCCP-Z-BPLの発現プラスミドの作製スキーム 
 
 









を作製した（図 2-10）。ここでは pET28a-BCCP-Z-BPL をインサート、
pET21a-SH2(B/S)-BCCPをベクターとして、pET21a-BCCP-Z-BCCPの作製を試
みた。pET21a-SH2(B/S)-BCCPは過去に、当研究室で作製されたものを使用した。
まず、これら 2種類のプラスミドに対して、制限酵素 Nde Iと Sac Iを加え制限酵
素処理を行った。その後、エタノール沈殿を行った。そして、各反応溶液を全量用
いて、アガロースゲル電気泳動法で DNA断片の分離を行った。電気泳動後、イン
サートサンプルから BCCP-Z 断片、ベクターサンプルから SH2を切り取ったベク
ターをそれぞれ回収し、FastGene Gel/PCR Extraction Kitを用いて、DNA抽出
を行った。その後、抽出した各 DNA 濃度を算出し、各サンプルのモル比が 1：1

















各種 BPLの発現プラスミドで大腸菌の形質転換し得られたコロニーを、30 µg/mL 
のカナマイシンを含む LB培地 1 Lに植え継ぎ、37 ℃で 16時間の培養を行った。
その後、終濃度 1 mMとなるように IPTGを添加し、培養時間 37 ℃で 8時間培
養を行った。培養後、遠心分離（4,500 rpm×15 min） を行い、集菌し、上清を除
去した。そして、菌体を PBS Bufferで再懸濁し、ファルコンチューブに移して遠
心分離（8,000 rpm × 5 min）を行った。遠心分離後、上清を除去し、集菌した菌
体に対して 20 mL の菌破砕 Buffer （PBS Buffer (pH 7.4)、1 mM EDTA、1 mM 
DTT、1 mM PMSF）を用いて菌体を懸濁し、超音波破砕（20 照射、20 回、20
秒間インターバル）を行った。菌破砕後、遠心分離（13,000 rpm×30 min）を行い、
上清を回収した。上清に対して 70 ℃で 30分間熱処理を行い、30分間室温に放置
した。そして遠心分離を行い、上清を回収した。その後、 2 L の Buffer A（20 mM 
KPi (pH 7.0)、0.1 mM DTT、 0.1 mM EDTA）を外液として、4 ℃で一晩透析を
行った。透析後に、DEAE-cellulose をカラム担体として、陰イオン交換クロマト
グラフィーを行った。その後、Butyl toyopearl を用いた疎水クロマトグラフィー




た。典型的なケースで、1 Lの培養液から、150 µMの BPL溶液が 1 mL得られた。
次に単離した BPLの酵素活性を確認した。具体的には、まず 50 mM Tris-HCl (pH 
8.0) 中で 1 mM ATP、5 mM MgCl、0.1 mM Biotin、0.1 M KCl、5 µM BCCP
を混合した溶液を調製し、そこへ終濃度 5 µM となるように BPL を添加して、









µg/mL のアンピシリンもしくは30 µg/mL のカナマイシンを含むLB培地500 mL
に植え継ぎ、37 ℃で 16時間の培養を行った。その後、終濃度 1 mMとなるよう
に IPTGを添加し、培養時間 37 ℃で 8時間培養を行った。培養後、遠心分離（4,500 
rpm×15 min）を行い、集菌し、上清を除去した。そして、菌体を PBS Bufferで
再懸濁し、ファルコンチューブに移して遠心分離（8,000 rpm × 5 min）を行った。
遠心分離後、上清を除去し、集菌した菌体に対して 20 mL の Binding Buffer （5 




C （20 mM KPi (pH 7.0)、0.1 mM EDTA）を外液として、4 ℃で一晩透析を行
った。透析後に、DEAE-cellulose をカラム担体として陰イオンカラムクロマトグ
ラフィーを行った。精製後に、Buffer B を外液として、4 ℃で 3 時間透析を行っ
た。外液を交換して、再度、3時間透析を行い、最後に一晩透析を行った。透析後、
セントリカットを用いて濃縮を行った。濃縮後、吸収スペクトル測定を行い、濃度
を見積り、収量を算出した。典型的なケースで 500 mL の培養液から、Z1-BCCP
の場合 215 µM Z1-BCCP溶液が 5.5 mL、Z2-BCCPの場合 190 µM Z2-BCCP溶
液が 2.5 mL、BCCP-Z-BPL の場合 9 µM BCCP-Z-BPL 溶液が 1.2 mL、
BCCP-Z-BCCPの場合 146 µM BCCP-Z-BCCP溶液が 3 mL得られた。次に単離
した各種 Z-domain 融合タンパク質の基質活性を確認した。具体的には、まず 50 
mM Tris-HCl (pH 8.0) 中で 1 mM ATP、5 mM MgCl、0.1 mM Biotin、0.1 M KCl、













緑色蛍光タンパク質 GFP（Green Fluorescent Protein）と青色蛍光タンパク質
BFP（Blue Fluorescent Protein）の精製は、以下の通りに行なった。蛍光タンパ
ク質の発現プラスミドで大腸菌の形質転換し得られたコロニーを、50 µg/mL のア
ンピシリンを含むLB培地 500 mLに植え継ぎ、37 ℃で 16時間の培養を行った。
その後、終濃度 1 mMとなるように IPTGを添加し、培養時間 37 ℃で 8時間培
養を行った。培養後、遠心分離（4,500 rpm×15 min）を行い、集菌し、上清を除
去した。そして、菌体を PBS Bufferで再懸濁し、ファルコンチューブに移して遠
心分離（8,000 rpm × 5 min）を行った。遠心分離後、上清を除去し、集菌した菌
体に対して 20 mL の Binding Bufferを用いて菌体を懸濁し、超音波破砕（20照
射、20回、20秒間インターバル）を行った。菌破砕後、遠心分離（13,000 rpm×30 
min）を行い、上清を回収した。その後、イミノニ酢酸樹脂をカラム担体として用
いた Ni2+ カラムクロマトグラフィーを行った。精製後、Buffer C を外液として、
4 ℃で一晩透析を行った。透析後に、リン酸セルロースをカラム担体として陰イオ




ースで、GFPの場合、500 mL の培養液から 61 µM GFP 溶液が 2 mL得られ、BFP






 BPL の固定化は、QCM センサーチップの金基板上へ BPL 溶液を直接添加する
ことにより行った。具体的な手順は次のようである。まず 1 % SDS溶液を用いて、
綿棒でセンサーチップ上の擦り洗いを行い、その後Milli-Q水で洗浄を行った。こ
の擦り洗いによる洗浄を 2回行った後、ピランハ溶液（硫酸 : 過酸化水素水 ＝ 3 : 
1）をセンサーチップの金基板上に直接添加し、10分間静置させ洗浄を行った。そ
の後Milli-Q水で洗浄した。上記の 2種類の洗浄を行った後、センサーチップの金




 Z-domain と BCCP の融合タンパク質（Z-BCCP）の固定化は、QCM 装置のセ
ル中にセンサーチップを浸した状態で質量変化をモニターしながら行った。具体的
には、BPLを固定化したセンサーチップを 6 mLの測定 Bufferの入ったセル中に
浸し、撹拌下、レスポンスが安定するまで 1時間程度放置した。測定条件について
は、温度を 25 ℃として、攪拌速度は 1,000 rpmとした。レスポンスが安定した後、
終濃度が 1 µMとなるようにビオチンを添加し 10分間レスポンスをモニターした。























 本研究で使用した QCM装置は、1 Hz あたり 0.62 ng/cm2 の質量変化が生じる
ため、振動数変化より求められる質量変化を、タンパク質の分子量で割ることで、
センサーチップ上に固定化されるタンパク質の固定化密度を算出した。本研究で使
用したタンパク質の分子量に関して、Z1-BCCPは 15 kDa、Z2-BCCPは 22 kDa、






 BPL の固定化は、SPR 装置のフローセル中に BPL 溶液を注入し、センサーチ
ップの表面に BPL 溶液を接触させることにより行った。この SPR 測定は、先の
QCM測定がバッチ式であるのに対してフロー式となる。具体的な操作は、次のよ
うに行った。まず 1 % SDS溶液を用いて、綿棒で SPRセンサーチップの金基板を
擦り洗いして、その後Milli-Q水で洗浄を行った。この擦り洗いによる洗浄を 2回
行った後、ピランハ溶液（硫酸 : 過酸化水素水 ＝ 3 : 1）を金基板上に直接添加
し、5 分間静置させ、5 分後に Milli-Q 水で洗浄した。ピランハ溶液を用いた洗浄
も 2回行った。センサーチップの洗浄後、Running Bufferの脱気を 5分間行った。
BPLの固定化で使用する Running Bufferとしては、HBS-N Bufferを使用した。
HBS-N Bufferは、10 mM HEPES (pH7.5) に 0.15 M NaCl を含む緩衝液である。
センサーチップの洗浄と Running Buffer の脱気を行ったのち、センサーチップと
Running Buffer を SPR 装置にセットし、流速 15 µL/min で 15 分間 Running 




 センサーチップ上への Z-domain 融合タンパク質の固定化は、BPL の固定化と
同様に行った。具体的には、まず Z-domain 融合タンパク質を固定化する際の
Running Bufferを交換した。このときに交換する Running Bufferは脱気したも
のを使用した。そして Buffer交換したのち、流速 15 µL/min で 15分間 Running 
Bufferを流してレスポンスの安定化を行った。安定化した後、終濃度 1 µM Biotin、




た系では、流速 30 µL/min で Z-domain 融合タンパク質の固定化を行った。また





を介して Z-domain 融合タンパク質を固定化したのち、流速 15 µL/min で、終濃











は 44 kDa、BCCP-Z-BCCPは 23 kDa、BPLダイマーは 55 kDa、各種 IgG抗体








ルアミド濃度の異なる 2種類の Separate Gel を氷上で調製した。ここでは、アク
リルアミドを 3.5% 含む Separate Gel と、13% 含む Separate Gel の 2種類の溶
液を調製した。Separate Gel の調製は、過去の文献を参考に作製した[58-60]。二
種類の Separate Gel溶液を調製したのち、グラジエントゲルミキサーでグラジエ
ントをかけながらゲルを作製した。続いて、アクリルアミドを 3% 含む Stacking 





 非変性ゲル電気泳動用 Buffer は、Anode Buffer、Cathode Buffer、Cathode 
Buffer (+CBB) の三種類を使用した。Anode Bufferは、終濃度 50 mM イミダゾ
ールを含む pH 7.0の溶液を使用した。Cathode Bufferは、15 mM イミダゾール
と 50 mM Tricine を混合した pH 7.0 の溶液を使用した。また Cathode Buffer 









トゲルとセットし、その後、非変性ゲル電気泳動用 Buffer である Anode Buffer
と Cathode Buffer (+CBB) で泳動槽を満たした。続いて、泳動サンプルをグラジ
エントゲルのウェルにインジェクションし、100 mV の電圧で泳動を行った。また
泳動先端が Stacking Buffer を過ぎたところで、泳動用 Buffer を新しい Anode 
















酸と 50% メタノールに 0.25% Comassie Brilliant Blue R-250 を加えたものを使





した。PVDFメンブレンをメタノールに浸した後、終濃度 192 mM Tris、終濃度 25 




電圧をかけながら転写を開始した。転写は、50 mAで 1時間 15分通電させた。 
 
Ponceau S による PVDFメンブレンの染色 
 転写したメンブレンを蒸留水に浸して、5分間振とうさせながら洗浄した。洗浄





 終濃度 20 mM Tris と終濃度 137 mM NaCl に 0.1% (w/v) Tween20 を加えた











アルカリホスファターゼ (AP) 標識化ストレプトアビジンとの反応 
 メンブレンの洗浄後、AP標識化ストレプトアビジン溶液を用いて、20分間穏や
かに振とうさせながら反応させた。AP標識化ストレプトアビジン溶液は、終濃度
20 mM Tris と終濃度 137 mM NaCl の混合溶液 10 mL に Streptavidin-AP 






の溶液を用いて調製した。AP Bufferは、終濃度 192 mM Tris、100 mM NaCl、5 
mM MgCl・6H2Oを混合し、pH 9.5 に調製したものを使用した。BCIP 溶液は
Bromochloroindolyl phosphate に DMFを加えて、終濃度 1.7% (w/v) にしたもの
を使用した。NBT溶液は、Nitro blue tetrazolium に 70% DMF を加え、終濃度
3.3% (w/v) にしたものを使用した。上記の三種類の溶液を調製した後、AP Buffer 














劈開した。そして、劈開したマイカ上に 10 mM MgCl2 を添加して 5分間放置した



















































3-1-1-1 センサーチップ上に固定化する変異型 BPLの検討 
 本手法では、まず QCM センサーチップ上に BPL を固定化する必要があった。
そこで、システイン残基を導入した変異型 BPL を用いて、固相基板上への変異型
BPL を固定化し、そして Z-BCCP の捕捉が可能であるかどうか検証した。ここで
は、BCCP の会合面と反対の位置にシステイン残基を 1 残基導入した BPL-Cys1




BSA は BPL と Z-BCCP 間の特異性を評価することができるため、これら 2 種類
のタンパク質をコントロールとして使用した。捕捉する Z-BCCP としては、

















    
 
図 3-2 最適な変異型 BPLの検討 
 
 





 次に本研究の要である Z-domainと BCCPの融合タンパク質（Z-BCCP）に関し
て、Z-domain を 1 分子連結した融合タンパク質（Z1-BCCP）と、Z-domain を 2
分子連結した融合タンパク質（Z2-BCCP）の二種類を用いて、Z-BCCP の最適な
固定化条件について検討を試みた。具体的には、BPL-Cys2を固定化したセンサー
チップに対して、終濃度 0.1 µM、0.2 µM、0.5 µM、1.0 µM、2.0 µMとなるよう
に段階的にZ-BCCPを添加して、その時に得られる振動数変化より検討を行った。 
 各種 Z-BCCP の濃度変化に伴う振動数変化をモニターした結果を図 3-3 に示し
た。図 3-3の結果より、BPL-Cys2を固定化したセンサーチップに対して、終濃度
0.1 µMの各種 Z-BCCPを添加したところ、顕著な振動数の低下が見られた。引き
続き、終濃度が 0.2 µM となるように各 Z-BCCP を添加したが、いずれの場合も




定化した BPL-Cys2 に対して、できるだけ多くの Z-BCCP を結合させたいため、
以降の実験では、Z-BCCPの終濃度を 2.0 µMで行うこととした。 
 
 








抗 GFP抗体と GFP間の相互作用解析 






抗体は、終濃度 1.1 µM、2.75 µM、5.5 µMとなるように段階的に添加し、抗原は、
終濃度 10 nM、20 nM、50 nM となるように段階的に添加した。 
 ビオチン化反応を介して固定化した抗体と抗原の相互作用解析の結果を図 3-4
に示した。さらに図 3-4の結果より、得られるタンパク質の固定化密度を算出した
結果を表 3-2 に示した。これらの結果より、Z1-BCCP と Z2-BCCP の固定化量を
比較したところ、どちらもほぼ同じレベルであるということがわかった。続いて、





















図 3-4 Z-BCCPの固定化および抗体と抗原間の相互作用解析 
各種 Z-BCCP の固定化を（A）に示し、抗体と抗原の相互作用解析の結果を（B）に示した。
Z-BCCPの固定化では、10 mM HEPES (pH7.5) を測定 Bufferとして使用し、抗原抗体反応
の相互作用解析では、10 mM HEPES (pH 7.5) に 0.15 M NaClと 0.005 % Tween20 を加え
た HBS-P Buffer を測定 Bufferとして使用した。 
 
 










的には、GFP の代わりに BSA あるいはマルトース結合タンパク質（MBP）を用
いて解析を行った。また、ここでは、抗体の固定化量および抗原の捕捉量の多かっ
た Z2-BCCPを使用した。操作手順は、抗 GFP抗体と GFP間の相互作用解析と同
様に行った。抗 GFP 抗体と BSA 間の相互作用解析の結果を図 3-5、抗 GFP 抗体
と MBP 間の相互作用解析の結果を図 3-6 に示した。これらの結果より、抗 GFP
抗体を固定化した後に BSA や MBP を添加しても顕著な振動数の低下を観察する







図 3-5 抗 GFP抗体と BSA間の相互作用解析 
Z2-BCCPの固定化を（A）に示し、抗体と抗原の相互作用解析の結果を（B）に示した。Z2-BCCP
の固定化では、10 mM HEPES (pH7.5) を測定 Bufferとして使用し、抗原抗体反応の相互作







図 3-6 抗 GFP抗体とMBP間の相互作用解析 
Z2-BCCPの固定化を（A）に示し、抗体と抗原の相互作用解析の結果を（B）に示した。Z2-BCCP
の固定化では、10 mM HEPES (pH7.5) を測定 Bufferとして使用し、抗原抗体反応の相互作










であり、Rabbit 由来のものを使用した。実験条件は、抗 GFP 抗体と GFP 間の相
互作用解析と同様の操作で行った。抗 GST 抗体と GFP 間の相互作用解析の結果
を図 3-7 に示した。この結果より、抗 GST 抗体と GFP 間では顕著な振動数の変






図 3-7 抗 GST抗体と GFP間の相互作用解析 
Z2-BCCPの固定化を（A）に示し、抗体と抗原の相互作用解析の結果を（B）に示した。Z2-BCCP
の固定化では、10 mM HEPES (pH7.5) を測定 Bufferとして使用し、抗原抗体反応の相互作
















GFP 抗体、抗原には GFP を使用した。抗体の固定化量と抗原の捕捉量をモニタ
ーした結果を図 3-8に示した。さらに図 3-8の振動数変化より求められるタンパク
質の固定化密度を算出した結果を表 3-3に示した。これらの結果より、ビオチン化
反応を介して固定化された抗体は、Z1-BCCP も Z2-BCCP もどちらも抗原結合活
性を維持しているということがわかった。また、Z1-BCCP および Z2-BCCP で固


















図 3-8 各種 Z-BCCPにおける抗体固定化能および抗原捕捉能の評価 
抗体固定化時の結果を（A）に示し、抗原捕捉時の結果を（B）に示した。測定 Bufferについ
ては、HBS-P Buffer を使用した。 
 
 












Rabbit 由来の抗 GFP抗体、抗原には GFP を使用した。抗原捕捉量を比較した結
果を、図 3-9 に示した。図 3-9 の結果より、抗原の捕捉量を計算した結果、測定










図 3-9 抗体の固定化方法の変更に伴う抗原捕捉量への影響  
測定 Buffer中で抗体を固定化した後に抗原を捕捉した結果を（A）に示し、センサーチップ上
に直接抗体を添加する系で得られた抗原捕捉量の結果（B）を示した。抗原を捕捉する際の測







 図 3-9の検討では、抗原の終濃度を 100 nM としていた。しかし、この濃度は、
これまで使用してきた濃度の 10倍であった。そのため、これまで通り、抗原の終
濃度を 10 nM で測定した場合においても、抗原の捕捉が可能であるかどうか検討
を行った。抗体は、Rabbit 由来の抗 GFP抗体、抗原には GFP を使用した。その
結果、抗原の終濃度が 10 nM となるように添加しても、抗原の捕捉は可能である
ということがわかった（図 3-10）。さらに、終濃度 100 nM と終濃度 10 nM の結
果を比較すると、どちらも同程度の抗原捕捉量を示していた。このことから、終濃




図 3-10 抗原捕捉量の評価 
















図 3-11 ビオチン化反応を介した抗体固定化技術での抗原検出能の評価 
ビオチン化反応を介した抗体固定化技術における抗原検出能を調べた結果を（A）に示し、抗
原捕捉量をまとめた結果（B）に示し、この実験の概念図を（C）に示した。測定 Buffer は、















図 3-12 他の抗体固定化技術との比較：非特異的物理吸着を利用した固定化法 
非特異的物理吸着を利用した抗体固定化技術における抗原検出能を調べた結果を（A）に示し、
抗原捕捉量をまとめた結果を（B）に示し、この実験の概念図を（C）に示した。測定 Buffer














が見られた。0.3 nMの GFPを添加した際の GFPの固定化量は、ビオチン化反応
を介して抗体を固定化した系の方が、約 1.5倍程度、その値が大きいことがわかっ

















図 3-13 他の抗体固定化技術との比較：Z2-Cysを利用した固定化法 
Z2-Cysを利用した抗体固定化技術における抗原検出能を調べた結果を（A）に示し、抗原捕捉
量をまとめた結果を（B）に示し、Z2-Cysのドメイン構造を（C）に示し、この実験の概念図







濃度 10 nM で固定化し、抗原は 100 nM GFP を添加した。測定は、3回行った。
本手法を用いて、再現性の検証を行った結果を図 3-14に示した。図 3-14より、得
られた振動数変化は左から 254 Hz、246 Hz、238 Hz であった。これらの値から、
標準偏差を求めると 6.48 となった。各振動数変化の平均と標準偏差より変動係数





図 3-14 再現性の検証 
























抗体を使用し、抗原には GST を使用した。QCM 法を用いて相互作用解析を行う
















図 3-16 ビオチン化反応を介した抗体固定化技術の評価 
BPL固定化時の結果を（A）に示し、Z2-BCCP固定化時の結果を（B）に示し、抗体を固定化
時の結果を（C）に示し、抗原捕捉時の結果を（D）に示した。青の矢印は Running Buffer の











3-2-1 多段階のビオチン化反応を利用した抗体固定化技術の開発（その 1） 





 まずは大腸菌から単離した BCCP-Z-BPL が、ビオチン化反応を介して会合しポ
リマーを形成するかどうか検証した。具体的には、非変性ゲル電気泳動法を利用し
て、BCCP-Z-BPL の会合挙動の観察を行った。会合挙動は、ビオチン化反応前後
のサンプルをそれぞれ泳動することで確認を行った。反応溶液は、終濃度 4 µM 
BCCP-Z-BPLに対して、終濃度 1 mM ATP、5 mM MgCl2、5 µM Biotin、0.1 M KCl 









































図 3-18 大腸菌内で発現した BCCP-Z-BPLの会合状態の確認 
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を使用した。BCCP-Z-BPL を用いて検討した結果を図 3-19 に示した。図 3-19 の
結果より、BPL-Cys2を固定化した SPRセンサーチップ上に BCCP-Z-BPLを逐次
的に添加すると、各段階で SPR シグナルの増大を確認することができた。このこ














図 3-19 固相基板上への BCCP-Z-BPLの固定化および抗体固定化量の評価 
BPL-Cys2 を固定化後に BCCP-Z-BPLを逐次的に添加した結果を（A）に示し、抗体固定化
量の結果を（B）に示した。青の矢印は Running Buffer の添加開始地点、緑の矢印は終濃度
1 µM Biotin、10 µM ATP、20 µM MgCl2を添加した地点を示した。Running Bufferは、BPL-Cys2





図 3-20 抗原結合活性の検証 







 SPR センサーチップ上への BCCP-Z-BPL の結合挙動を詳細に評価するために、
様々な濃度の Z-domain 融合タンパク質を添加し、その SPR シグナルの変化より
観察を行った。ここでは、まず BCCP-Z-BPLを段階的に添加せずに、長時間の添
加を 1回行った場合、抗体捕捉能にどのような影響がでるのかについて検討を行っ
た。具体的には、センサーチップ上に BPL-Cys2を固定化した後、終濃度 0.5 µM 
BCCP-Z-BPL を 30 分間添加した。その後、抗体を添加して、BCCP-Z-BPL の添










図 3-21 BCCP-Z-BPLの長時間添加に伴う抗体固定化量の評価  
BCCP-Z-BPLの固定化量を（A）に示し、抗体固定化量を（B）示した。青の矢印は Running 
Buffer の添加開始地点を示した。Running Bufferは、BCCP-Z-BPLの固定化では HBS-N 






次に SPR センサーチップ上への BCCP-Z-BPL の結合挙動をより詳細に評価す
るために、様々な濃度の BCCP-Z-BPL を添加し、その SPR シグナルの変化を観
察した。抗体は、Rabbit由来の抗MBP抗体を使用した。BCCP-Z-BPLの添加濃
度を変化に伴う抗体固定化量を評価した結果を図 3-22に示した。図 3-22の結果よ
り、BCCP-Z-BPLは終濃度 5 nM まで抗体の捕捉が可能であるということが確認
できた。また、コントロール実験として、Z1-BCCPを用いて同様の検討を行った。
Z1-BCCP の濃度変化に伴う抗体固定化量の変化をモニターした結果を図 3-23 に
示した。図 3-22と図 3-23の結果を定量的に評価するために、各 Z-domain融合タ
ンパク質の固定化量および抗体の固定化量を算出した。Z-domain融合タンパク質
の固定化量を定量的に表したものを表 3-4に示し、抗体固定化量を定量的に表した
ものを表 3-5に示した。表 3-4の結果より、Z-domain融合タンパク質の終濃度 500 
nM の結果を比較すると、BCCP-Z-BPL を利用した方が 1.8 倍も Z-domain の固
定化量が多いという結果が得られた。さらに、終濃度 50 nM の結果では、
BCCP-Z-BPL を利用した方が 4.9 倍も Z-domain の固定化量が多いという結果が
得られた。また表 3-5の結果より、抗体の捕捉量について比較すると、終濃度 50 nM 
の Z-domain 融合タンパク質を固定化した場合、BCCP-Z-BPL の方が 1.8 倍も抗
体固定化量が増大することがわかった。これらの結果より、Z1-BCCP に比べて、














図 3-22 BCCP-Z-BPLの濃度変化に伴う抗体固定化の変化  
BCCP-Z-BPLの固定化量を（A）に示し、抗体固定化量を（B）示した。青の矢印は Running 
Buffer を示した。Running Bufferは、BCCP-Z-BPLの固定化では HBS-N Buffer を使用




図 3-23 Z1-BCCPの濃度変化に伴う抗体固定化量の変化  
Z1-BCCPの固定化量を（A）に示し、抗体固定化量を（B）示した。。青の矢印は Running Buffer
示した。Running Bufferは、Z1-BCCPの固定化では HBS-N Buffer を使用し、抗体の固










表 3-4 Z-domain 融合タンパク質の濃度変化に伴う Z-domainの固定化量 
 
 
















































図 3-24 BCCPを競合させた際の模式図：BCCP-Z-BPL 
 
 
 図 3-25 BCCP-Z-BPLと BCCPの競合実験  
BCCP-Z-BPLと BCCPの混合溶液を添加した時の結果を（A）に示し、抗体固定化量を（B）
に示した。青の矢印は Running Buffer示した。緑の矢印は終濃度 1 µM Biotin、10 µM ATP、
20 µM MgCl2を添加した地点を示した。Running Bufferは、BCCP-Z-BPLの固定化では 




図 3-26 Z1-BCCPと BCCPの競合実験  
Z1-BCCPと BCCPの混合溶液を添加した時の結果を（A）に示し、抗体固定化量を（B）に
示した。青の矢印は Running Buffer示した。Running Bufferは、Z1-BCCPの固定化では 
HBS-N Buffer を使用し、抗体の固定化では HBS-P Buffer を使用した。 
 
 
















 このアッセイ系を構築する上で重要となる BPL ダイマーの調製を行った。具体




まず 125 nmol の BPL-Cys1に対して終濃度 2.5 mM EDTAと終濃度 10 mM 
DTT を加え、37℃で 90 分間反応させて還元処理を行った。還元処理後、1×PBS
に終濃度 5 mM EDTAを加えた Bufferを用いて、簡易ゲル濾過カラムでカラム処
理を行った。ここで回収されたサンプルを 1つにまとめ、BPL-Cys1の濃度測定を
行った。BPL濃度を測定した後、BPL-Cys1と架橋剤の混合比が 2 : 0.8 になるよ






が 2.5 mL得られた。上記の手順で、BPLダイマーを単離した結果を図 3-28に示
した。これより各精製段階を経るにつれて、BPL ダイマーの純度が高くなってい
ることがわかる。さらに画像解析ソフト Image J を用いて画像解析を行い、BPL
ダイマーの含有率を算出した。BPL ダイマーの含有率は下記の式より算出した。




BPL モノマーのピーク面積+ BPL ダイマーのピーク面積

















 次に、精製した BPLダイマーが酵素活性を有しているかどうか TOF-MSを用い
て評価した。具体的には、まず 50 mM Tris-HCl (pH 8.0) 中で 1 mM ATP、5 mM 
MgCl、0.1 mM Biotin、0.1 M KCl、5 µM BCCP を混合した溶液を調製し、そこ





た。コントロールの場合、BCCP の分子量は 7445 であるのに対して、BPL ダイ














 図 1-15 に示した抗体固定化技術において、もう一つの要となるタンパク質が
BCCP-Z-BCCP である。ここでは、この融合タンパク質のキャラクタリゼーショ
ンを試みた。まずは BCCP-Z-BCCPが基質として機能するかどうかを TOF-MSを
用いて検証を行った。具体的には、50 mM Tris-HCl (pH 8.0) 中で 1 mM ATP、5 
mM MgCl2、0.1 mM Biotin、0.1 M KCl、5 µM BCCP-Z-BCCP を混合した溶液
を作製し、BPL を添加して 37℃で 30 分間反応させた。その後、TOF-MS を用い
て BCCP-Z-BCCP の分子量測定を行うことで、基質として機能するかどうか検証
した。BPLの添加濃度は、終濃度 10 µM、5 µM、0 µMの合計 3パターンで検討
を行った。TOF-MSを用いて各反応溶液を測定した結果、BPLの終濃度 0 µMの
とき分子量 23097 の位置でピークが得られ、BPL の終濃度 5 µM のとき分子量
23098、23321、23547 の 3箇所でピークが得られ、BPLの終濃度 10 µMのとき
分子量 23541 の位置でピークが得られた（図 3-30）。BCCP-Z-BCCP の分子量の
理論値は 23112、ビオチンの分子量の理論値は 227 である。さらに理論値をもと
にBCCP-Z-BCCPにビオチンが1分子付加した場合、その分子量は23339となり、
ビオチンが 2分子付加した場合、その分子量は 23566となった。図 3-30と理論値
を比較すると、BPLの終濃度 0 µMのときのピークは BCCP-Z-BCCPのピークで
あるということがわかった。また BPL の終濃度 5 µM の時に得られたピークは、
BCCP-Z-BCCP 単体、ビオチンが 1 分子付加した BCCP-Z-BCCP、ビオチンが 2






図 3-30 BCCP-Z-BCCPのビオチン固定化能の評価 
終濃度 5 µM BCCP-Z-BCCPに対して、様々な終濃度の BPLと反応させた時の結果を示した。
具体的には、終濃度 0 µM の BPLと反応させた時の結果を( A ) に示し、終濃度 5 µM の BPL













挙動の観察を試みた。具体的には、まず終濃度 10 µM BCCP-Z-BCCP、10 µM BPL
ダイマー、1 mM ATP、5 mM MgCl2、5 µM Biotin、0.1 M KCl の混合溶液を
作製し、37 ℃で 30 分間反応させた。反応後、非変性ゲル電気泳動用にサンプル
調製を行い、電気泳動を行った。コントロールとして、「BCCP-Z-BCCP のみ」、




































3 つのサンプルについて観察を行った。BCCP-Z-BCCP と BPL ダイマーを用いた
ポリマーの形成は、非変性ゲル電気泳動法と同様の手順で行った。走査型プローブ












図 3-32 走査型プローブ顕微鏡を利用した会合挙動の観察 
BPLダイマーのみの観察結果を ( A ) に示し、BCCP-Z-BCCPのみの観察結果を ( B ) に示し、










行った。具体的には、SPR センサーチップ上に BPL-Cys2 を固定化した後、
BCCP-Z-BCCP と BPL ダイマーを交互に添加して、Z-domain を含むポリマー鎖
を形成できるかどうか評価した。なお、各タンパク質を添加した後、Running 
Buffer による洗浄を行った。この際、タンパク質の添加時間と洗浄時間は共に 10
分間とした。また抗体としては、Rabbit 由来の抗 GFP 抗体を使用した。最初の
BCCP-Z-BCCP 添加後の BPL ダイマーと BCCP-Z-BCCP の添加を 1 サイクルと
して、これを計 3サイクル繰り返した際に得られた SPRシグナルの変化を図 3-33
の（A）に示した。両タンパク質の添加に伴い各段階で顕著なシグナルの増大がみ
られた。またこのシグナルの変化から算出した各段階でのタンパク質の固定化密度












図 3-33 BCCP-Z-BCCPと BPLダイマーを組み合わせた抗体固定化法の評価 
BCCP-Z-BCCPと BPLダイマーを交互に添加した結果を（A）に示し、抗体の固定化量を（B）
に示した。青の矢印は Running Buffer示した。緑の矢印は終濃度 1 µM Biotin、10 µM ATP、
20 µM MgCl2を添加した地点を示した。Running Bufferは、HBS-P Bufferを使用した。 
 
 


























図 3-35 BCCPとの競合反応による抗体固定化量の評価：BCCP-Z-BCCP 
BCCP-Z-BCCPと BPLダイマーを交互に添加した結果を（A）に示し、抗体の固定化量を（B）
に示した。青の矢印は Running Buffer示した。緑の矢印は終濃度 1 µM Biotin、10 µM ATP、






図 3-35 の結果において、BCCP-Z-BCCP の代わりに Z1-BCCP を用いて、まった
く同じ実験操作を行い、シグナルの変化を観察した。その際に観察されたシグナル















図 3-36 BCCPとの競合反応による抗体固定化量の評価：Z1-BCCP 
Z1-BCCPと BPLダイマーを交互に添加した結果を（A）に示し、抗体の固定化量を（B）に
示した。青の矢印は Running Buffer示した。緑の矢印は終濃度 1 µM Biotin、10 µM ATP、20 
µM MgCl2を添加した地点を示した。Running Bufferは、HBS-P Bufferを使用した。 
 
 






















図 3-37 Z-domain 融合タンパク質の添加回数の評価：BCCP-Z-BCCP 
BCCP-Z-BCCPの添加回数 3回の結果を( A )、添加回数 4回の結果を( B )、添加回数 5回の結
果を( C ) に示した。それぞれの結果の左図に、ポリマー化タンパク質の固定化量を示し、右
図に抗体の固定化量を示した。青の矢印はRunning Buffer示し、緑の矢印は終濃度1 µM Biotin、
10 µM ATP、20 µM MgCl2を添加した地点を示した。 
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図 3-38 抗原結合活性の評価 
BCCP-Z-BCCPと BPLダイマーを用いてポリマーを固定化している挙動を( A ) に示し、抗体固定
化時の結果を( B ) に示し、抗原捕捉時の結果を ( C ) に示した。また( A )から ( C ) で得られた
SPRシグナルとタンパク質の固定化密度を算出した結果を (D) にまとめた。青の矢印は Running 
Buffer示し、緑の矢印は終濃度 1 µM Biotin、10 µM ATP、20 µM MgCl2 を添加した地点を示し






は、終濃度 10 nM、5.0 nM、2.0 nM、1.0 nM の合計 4パターンとした。 
 BCCP-Z-BCCPおよび BPLダイマーを用いた系について、観察された抗原添加
に伴うシグナルの変化を図 3-39 に示す。またこのシグナルの変化から抗原の固定
化密度を計算した結果を表 3-10に示す。これらの結果より、抗原濃度が 2 nM か







































































を評価した。その結果、Z1-BCCP 及び Z2-BCCP 共に固相基板上に固定化するこ
とが可能であり、それらを介して効率良く抗体を捕捉することに成功した。また、
捕捉した抗体は抗原に対する結合活性を維持していることが確認できた。一方で、























 本手法と既存の抗体固定化技術を比較し、その特性を表 4-1 にまとめた。まず、
今回の検討結果より、既存の手法と比較して、本系の方が高感度検出が可能である
ということが明らかとなった。このような優位性は、固相基板上での抗体の固定化
環境に由来するものと考えられる。Z2-Cys を利用した系では Z-domain が非常に
密接した状態で固相基板上に固定化されるため、結果的に固相基板上で抗体が互い
に密接した状態で存在する環境が生じやすいものと考えられる。一方で、本系では、





















表 4-1 抗体の単層的な固定化技術の比較 
固定化技術 検出感度 簡便性 再現性 
ビオチン化反応系 ◎ ○ ◎ 
非特異的な物理吸着を
利用した系 
× ◎ △ 
抗体結合タンパクを 
直接固定化した系 
○ ◎ ◎ 







オチン化反応により複数分子の Z-domain を固相基板上で連結し、その Z-domain
を含むポリマーを利用して抗体の三次元的な固定化を試みた。ここでは、Z-domain
の N 末端と C 末端にそれぞれ BCCP と BPL を連結した融合タンパク質
（BCCP-Z-BPL）を利用した系と、BPLダイマー及び、Zドメインの両末端にBCCP
を連結した融合タンパク質（BCCP-Z-BCCP）を利用した系について検討を行った。 















































































表 4-2 多段階のビオチン化反応系と一段階のビオチン化反応系の比較 





― ○ △ ◎ 
多段階のビオチン化系 
（BCCP-Z-BCCP） 
〇 or ◎ △ ◎ ○ 
一段階のビオチン化系 
（Z1-BCCP） 
〇 ○ ◎ ○ 







[1] S. V. Rao, K. W. Anderson, L. G. Bachas, Mikrochim. Acta , 128, 127-143 
(1998) 
[2] S. K. Vashist, E. M. Schneider, J. H. T. Luong, Analyst, 139, 2237-2242 
(2014) 
[3] H. M. Yang, S. J. Liang, J. B. Tang, Y. Chen, Y. Z. Cheng, Anal. Biochem., 
432, 134-138 (2013) 
[4] E. Paslaru, M. C. Baican, E. G. Hitruc, M. T. Nistor, F. P. Epaillard, C. Vasile, 
Colloids Surf. B Biointerfaces., 115, 139-149 (2014) 
[5] J. L. A. Sanchez, A. Fragoso, H. Joda, G. Suarez, C. J. McNeil, C. K. 
O’Sullivan, Anal. Bioanal., 408, 5337-5346 (2016) 
[6] S. A. Walper, P. A. B. Lee, E. R. Glodman, G. P. Anderson, J. Immuno. 
Methods, 388, 68-77 (2013) 
[7] N. J. Alves, N. Mustafaoglu, B. Bilgicer, Biosens. Bioelectron., 49, 387-393 
(2013) 
[8] Y. Shimazaki, Y. Kohno, Anal. Biochem., 422, 55-57 (2012) 
[9] A. S. Afonso, B. F. Zanetti, A. C. Santiago, F. H. Silva, L. H. C. Mattoso, R. C. 
Faria, Talanta, 104, 193-197 (2013) 
[10] D. Kyprianou, I. Chianella, A. Guerreiro, E. V. Piletska, S. A. Piletsky, 
Talanta, 103, 260-266 (2013) 
[11] J. M. Perdiguero, A. Retolaza, L. Bujanda, S. Merino, Talanta, 119, 492-497 
(2014) 
[12] N. Mustafaoglu, N. J. Alves, B. Bilgicer, Langmuir, 31, 9728-9736 (2015) 
[13] S. Mohseni, T. Y. Moghadam, B. Dabimenesh, S. Jabbari, K. Khajeh, 
Biosens. Bioelectron., 81, 510-516 (2016) 
[14] M. Iijima, H. Kadoya, S. Hatahira, S. Hiramatsu, G. Jung, et al., 
Biomaterials, 32, 1455-1464 (2011) 
[15] E. J. Franco, A. Caruz, J. R. Pedrajas, L. M. Lechuga, Analyst, 138, 
2023-2031 (2013) 
[16] S. Ko, T. J. Park, H. S. Kim, J. H. Kim, Y. J. Cho, Biosens. Bioelectron., 24, 
2592-2597 (2009) 
[17] J. S. Seo, C. D. Poulter, Langmuir, 30, 6629-6635 (2014) 
[18] N. Tajima, M. Takai, K. Ishihara, Anal. Chem., 83, 1969-1976 (2011) 
[19] G. Shen, C. Cai, K. Wang, J. Lu, Anal. Biochem., 409, 22-27 (2011) 
103 
 
[20] Y. Niu, A. Matos, L. M. Abrantes, A. S. Viana, G. Jin, Langmuir, 28, 
17718-17725 (2012) 
[21] M. Uhlen, B. Guss, B. Nilsson, S. Gatenbeck, L. Philipson, A. Linfberg, J. 
Biol. Chem., 259, 1695-1720 (1984) 
[22] M. Tashiro, G. T. Montelione, Curr. Opin. Struct. Biol., 5, 471-81 (1995) 
[23] C. Aybay, Immunol Lett., 85, 231-235 (2003) 
[24] J. H. Lee, H. K. Choi, S. Y. Lee, M. W. Lim, J. H. Chang, Biosens. 
Bioelectron., 28, 146-151 (2011) 
[25] B. Nilsson, T. Moks, B. Jansson, L. Abrahmsén, A. Elmblad, E. Holmgren, 
C. Henrichson, T. A. Jones, M. Uhlén, Protein Eng., 1, 107-113 (1987) 
[26] M. F. Roman, A. Koller, D. Ruden, S. Berensmeier, Protein Expr. Purif.,  
93, 87-92 (2014) 
[27] H. Goduda, M. Shiraishi, H. Takahashi, K. Kato, H. Torigoe, Y. Arata, I. 
Shimada, 37, 129-136 (1998) 
[28] J. Deisenhofer, Biochemistry, 20, 2361-2370 (1981) 
[29] A. C. Braisted, J. A. Wells, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93, 5688-5692 (1996) 
[30] N. L. Brown, S. P. Bottomley, M. D. Scawen, M. G. Gore, Mol. Biotechnol., 
10, 9-16 (1998) 
[31] M. F. Roman, S. Berensmeier, J. Chromatogr. A, 1347, 80-86 (2014) 
[32] C. Chen, Q. Huang, S. H. Jiang, X. Pan, Z. C. Hua, Biotechnol. Appl. 
Biochem., 45, 87-92 (2006) 
[33] B. Oh, Y. Kim, K. W. Park, W. H. Lee, J. W. Choi, Biosens. Bioelectron., 19, 
1497-1504 (2004) 
[34] A. K. Minkstimiene, A. Ramanaviciene, J. Kirlyte, A. Ramanavicius, Anal. 
Chem., 82, 6401-6408 (2010) 
[35] J. N. Ngunjiri, D. J. Stark, T. Tian, K. A. Briggman, J. C. Garno, Anal. 
Bioanal. Chem., 405, 1985-1993 (2013) 
[36] J. W. Choi, B. S. Chun, B. K. Oh, W. Lee, W. H. Lee, Colloids Surf. B 
Biointerfaces., 40, 173-177 (2005) 
[37] P. Dutta, S. Sawoo, N. Ray, O. Bouloussa, A. Sarkar, Bioconjug. Chem., 22, 
1202-1209 (2011) 
[38] M. Salmain, M. Ghasemi, S. Boujday, J. Spadavecchia, C. Techer, F. Val, V. 
L. Moigne, M. Gautier, R. Briandet, C. M. Pradier, Biosens. Bioelectron., 29, 
140-144 (2011) 
[39] J. M. Lee, H. K. Park, Y. Jung, J. K. Kim, S. O. Jung, B. H. Chung, Anal. 
Chem., 79, 2680-2687 (2007) 
104 
 
[40] H. Kim, D. Y. Kang, H. J. Goh, B. K. Oh, R. P. Singh, S. M. Oh, J. W. Choi, 
Ultramicroscopy, 108, 1152-1156 (2008) 
[41] J. E. Pearson, J. W. Kane, I. P. Kalloioti, A. Gill, P. Vadgama, J. Immunol. 
Methods., 221, 87-94 (1998) 
[42] V. Towne, Q. Zhao, M. Brown, A. C. Finnefrock, J. Immunol. Methods., 388, 
1-7 (2013) 
[43] L. Song, J. Zhao, S. Luan, J. Ma, J. Liu, X. Xu, J. Yin, Appl. Master. 
Interfaces, 5, 13207-13215 (2013) 
[44] Y. Liu, Y. Zhamg, Y. Zhao, J. Yu, Colloids. Surf. B Biointerfaces., 121, 21-26 
(2014) 
[45] N. D. Brault, H. S. Sundaram, C. J. Huang, Y. Li, Q. Yu, S. Jiang, 
Biomacromolecules, 13, 4049-4056 (2012) 
[46] G. Kim, Y. Yong, H. J. Kang, K. Park, S. I. Kim, M. Lee, N. Huh, 
Biomaterials, 35, 294-303 (2014) 
[47] F. Duval, T. A. Beek, H. Zuilhof, Analyst, 140, 6467-6472 (2015) 
[48] S. Rafique, W. Bin, A. S. Bhatti, Bioelectrochemistry, 101, 75-83 (2015) 
[49] Y. Q. Li, S. Sueda, H. Kondo, Y. Kawarabayashi, FEBS Lett., 580, 
1536-1540 (2006) 
[50] S. Sueda, Y. Q. Li, H. Kondo, Y. Kawarabayashi, Biochem. Biophys. Res. 
Commun., 344, 155-159 (2006) 
[51] S. Sueda, H. Tanaka, M. Yamagishi, Anal. Biochem., 393, 189-195 (2009) 
[52] J. R. Knowles, Ann. Rev. Biochem., 58, 195-221 (1989) 
[53] A. C. Smith, J. E. Crona Jr., Biomol. Eng., 16, 119-125 (1999) 
[54] A. Chapman-Smith, J. E. Cronan Jr., Trends Biochem. Sei., 24, 359-363 
(1999) 
[55] S. Sueda, S. Yoneda, H. Hayashi, Chembiochem., 12, 1367-1375 (2011) 
[56] S. Sueda, Y. Shinboku, T. Kusaba, Anal. Sci., 29, 491-7 (2013) 
[57] T. Ikeda, H. Miyao, S. Sueda, Anal. Chem., 86, 5673-5677 (2014) 
[58] I. Wittig, H. P. Braun, H. Schagger, Nature Protocols, 1, 418-428 (2006) 
[59] S. Reif, W. Voos, J. Rassow, Anal. Biochem., 288, 97-99 (2001) 
[60] I. Wittig, H. Schagger, Proteomics, 8, 3974-3990 (2008) 
  
105 
 
謝辞 
 
本研究を進めるにあたり、手厚いご指導をいただいた末田慎二准教授に心から深
く感謝いたします。多忙なスケジュールを送られているにも関わらず、いつも熱心
にご指導して頂いたおかげで、国際学会への参加や海外派遣プロジェクトへの参加
などの様々な事を経験することができました。そして、それらが実を結び、九州分
析化学奨励賞という大変名誉ある賞を受賞することもできました。末田慎二准教授
の下で研究できたことを本当に幸せに思います。 
また同研究室の皆さんには大変お世話になりました。皆様の支えのおかげで、本
研究を博士論文としてまとめることができました。皆様に感謝申し上げます。 
 
最後に、ここまで支えてくれた家族に心より深く感謝いたします。 
